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Although membranes play an essential role in all living organism, the role of 
membranes as metabolically active constitute of cells has attracted less attention in 
the past years than proteins. It is becoming obvious, however, that studying lipid-lipid 
and lipid-protein interactions is a critical step in understanding a very wider range of 
biological processes.  The ability of membranes to deform under specific conditions 
and thereby to change their structural and dynamical properties means that they are 
uniquely in a position to regulate cellular processes. This is nicely demonstrated in 
the process of the formation, expansion or closure of pores in the membrane.  
 
The main focus of this thesis has been the study of the behavior of meta-stable water 
pores in a lipid membrane under different conditions. Atomistic molecular dynamics 
simulations have used to simulate the effect of tension on the stability of the pore and 
calculate microscopic properties of the pore such as the line tension as well as 
macroscopic properties of the membrane such as the rupture tension. Overall, 
qualitative agreement between the simulations and the experiments is observed. The 
power of the MD simulation technique is that it can be used not only to reproduce 
experimentally measured properties but also to predict the properties of specific 
systems. In Chapter 3 and 5 of this thesis simulations are used to interpret a range of 
experimental observations and to suggest possible mechanisms to account for the 
permeation of ions through hydrophilic pores and the formation of toroidal pores by 
amphipathic peptides.  
 
Spontaneous pore formation in a pure equilibrated lipid membrane has not been 
observed in atomistic simulations. However, pore formation in the presence of a 
mechanical tension has been observed for the first time using an atomistic lipid 
membrane model (Chapter 2). This result suggests that pore formation can occur in 
time scales accessible to MD simulations under appropriate conditions. Indeed, in 
Chapter 5 it is shown for the first time the spontaneous creation of a trans-membrane 
pore by the peptide MG-H2 in atomic detail. The mechanism by which this peptide 
forms a pore suggested by the simulations is quite different from the generally 
accepted model of a toroidal pore (see chapter 5, section 5.1). The simulations 
suggest a mechanism that is much simpler and a structure of the pore which is much 
more dynamic than previously thought. Clearly, this work will initiate further studies of 






peptides in different membrane systems in an attempt to elucidate the mechanism of 
pore formation by antimicrobial peptides.  
 
Clearly, the molecular dynamics (MD) is a method that can be used to study complex 
biological systems. However, the results of the simulations should be interpreted with 
caution. An important issue in the modeling of membrane systems is whether the 
force-field used is sufficient to adequately describe the molecular system. In this 
thesis the force-field used to describe the DPPC lipid molecules has been tested by 
simulating the same lipid bilayer under different schemes for the calculation of the 
electrostatic interactions between the atoms of the system. This simple test has 
shown that the specific force-field is sensitive to such changes (Chapter 2). Overall, 
the results of the simulations remain the same. It is only the quantitative 
measurements that are shifted. Further parametrization and optimization of the 
existing force-field would be beneficial, especially in the case of mixed systems such 






Membranes are flexible structures that are present in every living organism. They are 
composed of many different types of lipid molecules and proteins. Biological 
membranes play an essential role in cells by providing a protective barrier around the 
cell and encapsulating the different organelles within cells. Membranes also provide 
an active surface which many proteins require to function properly. Therefore, 
membranes are not simply static support structures but also highly dynamic and 
active surfaces. They play critical roles in many cellular processes such as fusion 
and fission, signal transduction and cellular trafficking.  
 
Membranes often must function under stress. Therefore, they must be able to adjust 
their shape and fluidity according to the forces acting upon them. Stress can be 
applied to a membrane by different means. The binding of molecules to the surface 
of a membrane and the insertion of such molecules into the hydrophobic interior can 
create stress. For example, the accumulation of specific antimicrobial peptides on the 
surface of membranes can give rise to sufficient stress to induce the formation of 
water pores. Stress can be also applied externally. Electroporation and pipette 
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aspiration experiments show that under electrical or mechanical stress water pores 
can be formed in protein-free membrane vesicles. These water pores are nanoscale 
structures with an estimated radius that range between 0.7-2nm and a lifetime of 
milliseconds. Due to the size and transient nature of the pores it has been difficult to 
visualize them experimentally in atomic detail. In fact the mechanism of pore 
formation and evolution under stress is not completely understood. This is despite 
the fact that the formation of water pores appears central to many processes that 
occur inside a cell including membrane rupture, ion permeation and interfacial 
peptide binding and aggregation. To address this lack of knowledge in this thesis, the 
behavior of microscopic water pores inside a lipid bilayer has been simulated using 
the molecular dynamics technique (Chapter 1).  
 
In Chapter 2 the effect of an external mechanical stress on the stability of a DPPC 
lipid bilayer is investigated. This work has been the first attempt to simulate a bilayer 
under stress and to investigate pore formation in atomistic detail. Tension was 
applied to a membrane and pore formation observed under high stress conditions. 
The pores formed in this way were highly curved and unstable. Once formed the 
pores expanded until the lipid bilayer ruptured. The work demonstrated that pore 
formation can be studied by simulations in pure lipid bilayers far from equilibrium. In 
simulations pore formation is also observed during the aggregation of a random 
mixture of lipid and water into a lipid bilayer. Water pores appear as meta-stable 
defect structures that have lifetimes ranging from 50 to 100ns. Using such meta-
stable water pores as starting configurations it has been shown that relatively low 
membrane tensions can be used to stabilize water pores increasing their lifetimes. 
This has made it possible to characterize the structure and size of such stabilized 
pores in atomic detail. The pore line tension and the critical tension of the bilayer 
could also be estimated and compared with experimental findings. Overall, 
simulations show quantitative agreement with experiment giving confidence that the 
model of the DPPC bilayer is appropriate and can be applied to more complex 
systems. 
 
In Chapter 3 sodium and chloride ions have been included in the simulations in order 
to study the translocation of these ions through water pores. The effect of the ions on 
the stability of the bilayer and the water pore has been also investigated. It was 
observed that especially sodium cations interact strongly with the phospholipid head-






groups inducing an increase in order in the lipids carbon tails. The binding of ions 
resulted in an increase in the critical tension of the bilayer and the pore line tension 
compared to the values obtained for a pure DPPC bilayer. The simulations show that 
in the presence of sodium and chloride ions the water pore structure is de-stabilized. 
In contrast, the bilayer structure is stabilized and becomes more resistant to rupture. 
Simulations also suggest that the water pores are anionic selective. Chloride anions 
permeate the pore much faster than the sodium cations. The reason for this apparent 
selectivity might be differences in the mechanism of permeation of the ions. Sodium 
cations bind strongly to the interface and diffuse on the surface of the pore when 
permeating the bilayer. However, the chloride anions pass through the middle of the 
pore and thus experience less friction than the sodium cations.               
 
As mentioned previously, pores can be formed upon the binding and accumulation of 
specific peptides on the membrane surface. The work described in Chapter 4 is a 
first attempt to study the folding and aggregation of small peptides on interfaces. It 
has been suggested in the past that interfaces promote peptide folding, aggregation 
as well as the formation of supra-molecular structures. Peptides taken from the 
sequence of the amphipathic protein called SC3 and the amyloidogenic peptide 
called IAPP have been simulated under different concentrations on a water/hexane 
interface as well as in bulk water and hexane. Simulations show that the presence of 
the water/hexane interface does not enhance the folding of these specific peptides. 
The IAPP peptides show a high tendency to aggregate into oligomers (3-4 peptides). 
These are, however, not stable during the simulations. A slight increase in order is 
observed in the structure of the oligomers formed at the interface compared with that 
in bulk water or hexane. Overall, the simulations at the water/hexane interface show 
that the folding and aggregation of peptides is a complex process that depends 
strongly on the specific peptide and the surrounding environment. The water/hexane 
model provides a polar/apolar interface but is only a very rough approximation of the 
membrane interface. 
  
In order to model a more realistic system, the DPPC bilayer used in previous studies 
has been simulated together with the amphipathic peptides called MG-H2. These 
peptides belong to the family of magainin antimicrobial peptides that are well known 
to bind to membranes and at sufficiently high concentrations create meta-stable 
water pores. Although a wealth of experimental and theoretical studies have focused 
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on the behavior of magainins and other pore forming peptides, the mechanism of 
their action as well as the structure of the formed pore are unclear. A first approach 
to simulate the peptides in a membrane environment has been to let them aggregate 
spontaneously. A random solution of DPPC lipid and water molecules was simulated 
leading to the formation of lipid bilayers containing a number of peptides bound to the 
water/lipid interface. The peptides inserted deep into the hydrophobic core of the 
bilayer adopting a number of possible orientations such as interfacial, partial inserted 
and trans-membrane. It is uncertain whether these orientations were (meta-) stable 
as our ability to simulate these systems on an appropriate time scale is limited.  
 
A second approach to study the interactions of the MG-H2 peptides with the DPPC 
lipid molecules and the way that these interactions could induce the formation of a 
water pore was thus attempted. A number of MG-H2 peptides (1, 2, 4) were placed in 
water close to an equilibrated DPPC lipid bilayer. The results presented in Chapter 5 
reveal the spontaneous formation of a water pore at high peptide concentration (4 
peptides/.64 lipids). The mechanism of action of the peptide suggested by our 
simulations is as follows. The peptides bind to the interface and aggregate forming a 
well packed cluster. The aggregated cluster then inserts into the membrane creating 
a local perturbation with positive curvature. The stress induced in one monolayer 
(where all the peptides are located) is also transmitted to the second layer. At this 
point the formation of a water pore is energetically favorable. Once formed the water 
pore is stabilized by the peptides. The structure of the stabilized pore is different from 
the commonly accepted model of a toroidal pore. Typically only one of the peptides 
lines the pore while the rest bind at the openings of the pore. This work has made 
clear the need to revise the commonly accepted model for the creation of a toroidal 
pore by certain peptides.     
 
In summary, it has been shown that the formation and evolution of water pores in 
membranes can be studied by atomistic molecular dynamics simulations. The work 
on the spontaneous formation of pores by the magainin analogue peptides has 
demonstrated that simulation models can be used to address biologically relevant 
processes. Hopefully this work will help to explore in the future the molecular 
mechanisms of various fundamental processes that take place in the cell. 
 
 









Biologische membranen zijn flexibele structuren welke in elk levend organisme te 
vinden zijn. Ze bestaan uit veel verschillende types lipiden en eiwitten die er samen 
voor zorgen dat het binnenste van de cel bij elkaar blijft en beschermd is tegen 
invloeden van buitenaf. Tevens biedt het membraanoppervlak een reactieve 
omgeving hetgeen voor vele eiwitten van belang is om goed te kunnen functioneren. 
Membranen zijn daarom meer dan statische structuren; een dynamische en actieve 
rol is vereist, van cruciaal belang voor cellulaire processen zoals samensmelting, 
deling, signaaloverdracht en transport. 
 
Membranen functioneren vaak onder invloed van stress. Ze moeten zich daarom 
kunnen aanpassen aan de krachten die op hen inwerken, zowel wat betreft hun vorm 
als de mate van vloeibaarheid. Deze stress kan verscheidene vormen aannemen. De 
absorptie van moleculen aan het membraanoppervlak en het oplossen van 
moleculen binnenin het membraan bijvoorbeeld creëert stress. Zo kunnen speciale 
antimicrobiële peptides zoveel stress veroorzaken dat spontaan waterkanalen in het 
membraan ontstaan. Stress kan ook door externe invloeden worden veroorzaakt 
zoals in elektroporatie en pipet aspiratie experimenten. Deze technieken laten zien 
dat waterkanaaltjes ook spontaan worden gevormd onder invloed van mechanische 
of elektrische krachten, zelfs in afwezigheid van eiwitten of peptides. Zulke 
waterkanaaltjes zijn nano-schaal structuren met een diameter tussen 0.7 en 2 nm en 
een levensduur van milliseconden. Door hun beperkte grootte en tijdelijk bestaan 
blijkt het moeilijk om zulke waterkanaaltjes experimenteel goed te karakteriseren. 
Noch de atomaire structuur, noch de manier waarop ze door stress gevormd worden 
is op dit moment goed bekend, ondanks de voorname rol die waterkanaaltjes spelen 
in tal van fundamentele processen in de cel. Om dit gat in onze kennis op te vullen 
wordt in dit proefschrift het gedrag van waterkanalen in lipide membranen 
gesimuleerd met behulp van de moleculaire dynamica techniek (beschreven in 
hoofdstuk 1). 
 
In hoofdstuk 2 wordt het effect van externe mechanische stress op een waterkanaal 
in een specifiek membraan (bestaande uit lipiden genaamd DPPC) onderzocht. Dit 
werk is een eerste poging om een bilaag onder stress te simuleren en de formatie 
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van een waterkanaal op atomair niveau te volgen. Het blijkt dat spontane 
kanaalvorming kan worden gesimuleerd onder niet-evenwicht condities, dat wil 
zeggen bij zeer hoge stress. De zo gevormde kanaaltjes zijn sterk gekromd en 
onstabiel; ze blijven doorgroeien en leiden zodoende tot het uiteenvallen van het 
membraan. De vorming van waterkanaaltjes kan ook worden waargenomen tijdens 
de spontane aggregatie van een willekeurig mengsel van water en lipiden. 
Waterkanaaltjes bevinden zich hierbij in een metastabiele toestand met een 
levensduur van 50 to 100 ns. Echter, als nu een relatief lage stress wordt toegepast 
blijkt dat deze metastabiele kanaaltjes kunnen worden gestabiliseerd. Dit maakt het 
mogelijk om de structuur en grootte van zulke kanaaltjes in atomair detail te 
bestuderen. Op basis van deze simulaties konden schattingen van de lijn spanning 
en van de kritische spanning van de bilaag worden verkregen en vergeleken met 
experimentele waardes. De kwantitatieve overeenkomst tussen de experimentele en 
simulatie waardes geeft vertrouwen in het gebruikte model van een DPPC bilaag, 
welke als basis dient voor de meer complexe toepassingen beschreven in de rest 
van het proefschrift. 
 
In hoofdstuk 3 worden natrium en chloride ionen toegevoegd aan de simulaties om 
de translocatie van deze ionen door de waterkanaaltjes te bestuderen. Het effect van 
de ionen op de stabiliteit van het membraan is eveneens onderzocht. Het is gebleken 
dat met name de natrium ionen een sterke wisselwerking vertonen met de fosfaat 
groepen uit de lipide kopgroepen, met als gevolg een toename in de ordening van de 
lipide staarten. Hiervan is dan weer een toename in de lijn- en kritische spanning, 
vergeleken met de zuivere DPPC bilaag, het gevolg. In de aanwezigheid van de 
ionen zijn de waterkanaaltjes dus minder stabiel, terwijl de stabiliteit van het 
membraan zelf juist toeneemt. De simulaties laten verder zien dat de waterkanaaltjes 
anionisch selectief zijn, ofwel de translocatie van chloride ionen is sneller dan van 
natrium ionen. De oorzaak van deze klaarblijkelijke selectiviteit ligt in het verschil in  
translocatie mechanisme: terwijl natrium ionen een sterke wisselwerking vertonen 
met de lipide kopgroepen aan het oppervlak van het kanaal, verkiezen de chloride 
ionen een route door het midden van het kanaal waarbij ze veel minder wrijving 
ondervinden. 
 
Zoals reeds vermeld kunnen waterkanalen ook worden geïnduceerd door absorptie 
van andere moleculen, met name van specifieke peptides. Het werk beschreven in 






hoofdstuk 4 vormt een eerste poging om de absorptie van kleine peptides aan een 
oppervlak te bestuderen. Het is in het verleden gesuggereerd dat de aanwezigheid 
van een oppervlakte de vouwing van peptides bespoedigt, alsmede de aggregatie 
van peptides en daarmee de vorming van supra-moleculaire structuren. Peptides 
afkomstig van het amphipatische eiwit genaamd SC3 alsmede een amyloidogeen 
peptide genaamd IAPP zijn gesimuleerd bij verschillende concentraties, zowel aan 
een water/hexaan oppervlak alsmede in zuiver water en zuiver hexaan. De 
simulaties laten zien dat, in het geval van deze specifieke peptides, de aanwezigheid 
van een oppervlak geen versnellende invloed heeft op het vouwingsproces. De IAPP 
peptide vertoont wel een verhoogde neiging tot het vormen van kleine aggregaten (3-
4 peptides), die echter niet stabiel zijn gedurende de gehele simulatie tijd. De 
ordening van de aggregaten gevormd aan het oppervlak lijkt iets groter dan de 
ordening die wordt gevonden in de zuivere fases. Samenvattend, de simulaties laten 
zien dat vouwing en aggregatie aan een oppervlak complexe processen zijn die sterk 
afhangen van de specifieke peptide en zijn omgeving. Het water/hexaan oppervlak is 
weliswaar een polair/apolair grensvlak, maar toch een vrij grove benadering van een 
biologisch membraan. 
 
Ten einde een meer realistische benadering toe te passen is eveneens gekeken naar 
de wisselwerking tussen amphipatische peptides genaamd MG-H2 en het DPPC 
membraan zoals beschreven in de vorige hoofdstukken. De peptides behoren tot de 
familie der magainins, antimicrobiële peptides waarvan bekend is dat ze aan het 
membraanoppervlak gebonden zijn en, bij voldoende hoge concentratie, 
waterkanaaltjes kunnen vormen. Alhoewel er een grote hoeveelheid experimentele 
en theoretische studies verricht wordt naar het gedrag van magainins en andere 
antimicrobiële peptides blijft het onderliggende mechanisme tot dusverre 
onopgehelderd. Als eerste poging om de structuur van de waterkanalen in 
aanwezigheid van magainins te achterhalen werd een willekeurig mengsel van 
DPPC en MG-H2 gesimuleerd. Dit leidde tot verschillende resultaten waarbij de 
positie van de peptides in het membraan varieerde van oppervlak-gebonden en 
gedeeltelijk geïnserteerd tot trans-membraan. Het is onduidelijk of deze toestanden 
ook op langere tijdschalen stabiel zijn daar de mogelijkheid om lange tijdschalen te 
simuleren beperkt zijn.  
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In hoofdstuk 5 wordt een tweede aanpak om de wisselwerking tussen DPPC lipiden 
en MG-H2 peptides te onderzoeken gepresenteerd. Hierbij werden een aantal (1,2 of 
4) peptides dicht bij een geëquilibreerd lipide membraan in oplossing geplaatst. Bij 
hoge concentratie (4 peptides per 64 lipiden) worden waterkanaaltjes spontaan 
gevormd. Gebaseerd op deze simulaties is het mechanisme van kanaal vorming als 
volgt. Eerst binden de peptides zich aan het lipide/water grensvlak waarbij meerdere 
peptides aggregeren tot een dichte cluster. Vervolgens penetreert deze cluster van 
peptides dieper in het membraan, waarbij een grote perturbatie veroorzaakt wordt 
gekenmerkt door een positieve kromming van de lipides. De stress die op deze 
manier veroorzaakt wordt in de monolaag waar de peptides zich bevinden wordt 
tevens doorgegeven aan de andere monolaag. In deze situatie is de formatie van 
een waterkanaal, energetisch gesproken, de meest gunstige oplossing. Zodra 
gevormd wordt het waterkanaaltje door de peptides gestabiliseerd. De structuur van 
dit waterkanaaltje verschilt echter wezenlijk van het algemeen geaccepteerde “toroid 
pore” model. In plaats van meerdere peptides die het kanaaltje verticaal (in lijn met 
de normaal van het membraan oppervlak) omringen wijzen de simulaties uit dat de 
meeste peptides de kanaal opening prefereren met een overheersend horizontale 
ligging. De algemene zienswijze voor de manier waarop anitmicrobiële peptides 
opereren lijkt dus in aanmerking te komen voor een grondige revisie, in ieder geval 
wat betreft de magainin peptides. 
 
Samengevat, de simulaties beschreven in dit proefschrift hebben laten zien dat de 
vorming en evolutie van waterkanaaltjes in lipide membranen kan worden 
bestudeerd op atomair niveau. Met name het werk met betrekking tot de magainin 
peptides demonstreert dat computer modellen gebruikt kunnen worden om biologisch 
interessante processen direct te simuleren. Hopelijk zal dit werk bijdragen aan een 
uiteindelijk volledig begrijpen van de onderliggende moleculaire mechanismes van de 
processen die plaatsvinden in de cel. 
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